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はしがき
最近の日本緑内障学会による疫学調査（多治見スタディ）によると、
緑内障の有病率は40歳以上で約5％に達し、推定患者数は約300万人とさ
れている。しかも、日本人では正常眼圧緑内障が7割を占め、治療法と
して唯一エビデンスのある眼圧下降療法によって進行が阻止できない
症例が少なくない。そこで、眼圧下降療法を補完するものとして神経保
護療法が期待されているが、いまだに確立されていない。緑内障では、
網膜神経節細胞の軸索である網膜神経線維が視神経乳頭部で障害を受
けることによって、網膜神経節細胞死が起こるとされている。したがっ
て、従来から神経保護のターゲットとされてきた細胞体よりも、軸索で
ある網膜神経線維を保護することがより効果的である可能性がある。
そこで、我々は本研究において視神経傷害モデルとして頻用されるラ
ットを用いて網膜神経節細胞の細胞体と軸索を生体内で同時に定量的
に観察する方法を確立することを試みた。この目的のために我々は走査
レーザー検眼鏡(SLO)に着目した。SLOは、眼科臨床に用いられている
装置で、緑内障による網膜神経線維の脱落を観察するのに非常に有用で
ある。しかも、この装置を用いれば、蛍光染色した網膜神経節細胞の細
胞体を同時に観察することが原理的に可能である。
本研究によって以下のような結果が得られた。
SLOによるラット網膜神経線維層(RNFL)の観察と定量性の検討
BrownNorwayラットのRNFLは、SLOによって明瞭に観察された。SLO
の共焦点口径を最小としてRNFLが観察される屈折値の幅(AF)を決定し
た。視神経挫滅モデルでは、挫滅後2週目から△Fは有意に減少し、虚血
再灌流モデルでは虚血後1週目から△Fは有意に減少した。対照眼の△F
は不変であった。また、両モデルにおいてSLO撮影後に網膜組織切片を
作成しRNFLの厚み(NFLT)を定量したところ、SLOでの△Fと網膜組織切片
でのNFLTは有意に相関した。
SLOによるラット網膜神経節細胞体(RGC)の観察と定量性の検討
上丘に注入されたDiA(4-(4-(dihexadecylamino)styryl)-N-methylp
yridiniumiodine)によって逆行染色されたRGCは、SLO(フルオレセイ
ン蛍光眼底造影用フィルター使用）によって明瞭に観察された。SLOに
て蛍光(+)細胞数を経時的に計測したところ、視神経挫滅後1週目から有
意に細胞数は減少した。視神経挫滅前のSLO画像を白黒反転し、挫滅後
のSLO画像と重ね合わせることによって新たに生じた蛍光点は、isolec
tinB4蛍光染色によってミクログリアに一致することが判明した。した
がって、視神経挫滅後にSLOにおいて新たに生じた蛍光点を差し引いて
蛍光(+)細胞数を定量したところ、網膜伸展標本でのRGC数とよく一致し
た。
以上の結果より、SLOはラットRGCの細胞体および軸索(RNFL)を生体内
で定量的に観察するのに有用であることが明らかとなった。
研究組織
研究代表者
研究分担者
東出朋巳（金沢大学医学部附属病院講師）
大久保真司（金沢大学医学部附属病院助手）
杉山和久（金沢大学医学系研究科教授）
交付決定額（酉己分額） (金額単位：円）
合計
1,900,000
1,600,000
3,500,000
平成17年度
平成18年度
総計
直接経費
l,900,000
1,600,000
3,500,000
間接経費
0
0
0
研究発表
（1）学会誌等
A.欧文
1． 【lbmomiHigashide,MamiTakahashi,AkiraKobayashi,ShinjiOhkubo,
MayumiSakurai,YutakaShirao,TbshihiroTamura,KazuhisaSugiyama.
EndophthalmitiscausedbyEnterococcusmundtii.JournalofClinical
MicrobiOlOgy43(3):1475-1476,2005
2． ,TakashiWada,MayumiSakurai,HitoshiYOkoyama,
3．
KazuhisaSugiyama.MacularAbnormalitiesandopticdiskanomaly
associatedwithanewPAX2missensemutation・AmericanJournalof
Ophthalmolgyl39(1):203-206,2005.
ⅢbmomiHi2ashide,ShigekiTagawa,KazuhisaSugiyama.Intraoperative
Healon5injectionintoblebsfOrslnallconjunctivalbreakscreatedduring
trabeculectomybJournalofCataractRefractSurgery31(7):1279-1282,2005.
4.NaokiMori,Yasutsugulshiba,ShinyaKubota,AkiraKobayashi,mbmomi
且1幽坦型旦,MargaretJ.McLaren,Georgelnana.Truncationmutationin
HRG4(UNC119)leadstomitochondrialANT-1-mediatedphotoreceptor
synapticandretinaldegeneration byapoptosis・InveStigative
Ophthalmology&VisualScience47(4):1281-1292,2006.
5．IchiroKawaguchi, TbmomiHiRashide,ShinjiOhkubo,HisashiTakeda,
KazuhisaSugiyama・Invivoimagingandquantitativeevaluationoftherat
retinalnervefiberlayerusingscanninglaserophthallnoscopy.Investigative
Ophthalmology&VisualScience47(7):2911-2916,2006.
6． 】I、《 ,IchiroKawaguchi,ShinjiOhkubo,HisashiTakeda,
KazuhisaSugiyama.Invivoimagingandcountingofratretinalganglion
cellsusingascanninglaserophthalmoscope・InvestigativeOphthalmology
&VisualScience47(7):2943-2950,2006.
7.AriMaeda,SousukeTsujiya, I、【 ,KazunoriTbida,Takeshi
Tbdo,TbmokoUeyama,HitoshiOkamura,KazuhisaSugiyama・Circadian
intraocularpressurerhythmisgeneratedbyclockgenes.Investigative
Ophthalmology&VisualScience47(9):4050-4052,2006.
8.Yasutsugulshiba, ,NaokiMori,AkiraKobayashi,Shinya
Kubota,MargareteI.McLaren,HiromasaSatoh,FultonWong,Georgelnana.
TargetedinactivationofsynapticHRG4(UNC119)causesdysfunctioninthe
distalphotoreceptorandslowretinaldegeneration,revealinganew
function.ExperimentalEyeResearch84(3):473-485,2007.
（2）口頭発表
l.東出朋巳，川口一朗，大久保真司，武田久，杉山和久．走査型し
一ザー検眼鏡によるラット網膜神経節細胞の生体内定量的評価の試
み（一般口演）．第109回日本眼科学会総会平成l7年3月24日，京都
市．
2.Yasutsugulshiba,NaikiMori,ShinyaKubota,AkiraKobayashi,
3
TomomiHigashide,MargaretJ.McLaren,Georgelnana.Mutatio
ninHRG4(UNCll9)leaadstomitochondrialANTl-mediatedapopt
osisandretinaldegeneration(Poster).77thAsociationforR
esearchinVisionandOphthalmology.May3rd,2005,FortLaude
rdale,Florida,USA
川口一朗，束出朋巳，大久保真司，武田久，杉山和久．走査型し
－ザー検眼鏡によるラット網膜神経線維層および網膜神経節細胞の
定量的生体内同時評価の試み（一般口演）．第16回日本緑内障学会
平成17年9月16日，熊本市
4．杉山和久，東出朋巳，大久保真司，川口一朗，武田久．緑内障の
病態解明への挑戦一視神経の3次元的血管構築、網膜神経節細胞の生
体観察と定量一神経科学における三次元構造解析～顕微鏡的アプロ
ーチ～・第50回日本顕微鏡学会シンポジウム平成17年l1月旧，福
岡県春日市
5．東出朋巳．視神経損傷と網膜神経節細胞、グリア細胞の生体内動態
の観察一損傷中枢神経の再生一（シンポジスト）．平成17年度金沢
大学重点研究経費シンポジウム平成18年2月16日，金沢市
6．東出朋巳，川口一朗，大久保真司，武田久，杉山和久．視神経挫
滅後のラット網膜神経節細胞とミクログリアのSLOによる生体内識別
の可能性（一般講演）．第llO回日本眼科学会総会平成18年4月l4日，
大阪市
7.IchiroKawaguchi, TomomiHigashide,ShinjiOhkubo,HisashiT
akeda,KazuhisaSugiyama.Invivoimagingandquantitativeev
aluationofratretinalnervefiberlayerandretinalganglio
ncellsusingascanninglaserophthalmoscope(Poster).78th
AsociationforResearchinVisionandOphthalmology.Maylst,
2006,FortLauderdale,Florida,USA
8．Yasutsugulshiba,NaikiMori,ShinyaKubota,AkiraKobayashi,
TomomiHigashide,MargaretJ.McLaren,Georgelnana.Changes
inretinalsynapticproteinsintheknock-0utmodelofHRG4
(UNCll9)(Poster).78thAsociationforResearchinVisionand
Ophthalmology.May3rd,2006,FortLauderdale,Florida,USA
TomomiHigash9.KazuhisaSugiyama,AriMaeda,SousukeTsujiya,
C
』jg,KazunoriToida,HitashiOkamura.Circadian型旦,KazunoriToida, intraocularp
ressurerhythmisgeneratedbyclockgenes.GlaucomaSociety
InternationalCongressofOphthalmologyJune28th-Julylst,200
6,Vancouver,Canada
10.前田有，辻屋壮介，東出朋巳，樋田一徳，岡村均，杉山和久．
眼圧日内変動と時計遺伝子(Cryptochrome)の関係に関する研究(一般
口演)．第l7回日本緑内障学会平成l8年9月9日，神戸市
ll．MamiTakahashi, TomomiHigashide,KazuhisaSugiyama.Discre
'betweenfelloweyesinonpancyofsimilarityinlOPresponsebetw enfe loweyesm
e-eyetrialvs.both-eyetreatment(Poster).2006AAO&APAO
JointMeeting.Nov・12th,2006,LasVegas,USA
l2. TomomiHigashide,MayumiSakurai,MamiTakahashi,Kazuhisa
'olymorphismsinprostaglandinF2cMreceptoSugiyama.GeneticpolymorphismsinprostaglandinliZ
rmaypredictresponsetolatanoprost(Poster).2006AAO&AP
AOJointMeeting.Nov.13th,2006,LasVegas,USA
（3）出版物（なし）
研究成果による工業取得権の出願・取得状況（なし）
